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(57) Abstract 

The invention concerns methods and constmcts for pro- 
ducing retroviral particles, in vitro, ex vivo or in vivo. It also 
concerns the use of said methods and constmcts for transfer- 
ring nucleic acids into cells. More particulariy. the invention 
concerns a composition comprising the whole set of genetic 
elements required for constituting a retroviral particle, incorpo- 
rated in one or several defective recombinant adenovimses for 
all or part of the regions El and E4 at least (adenoviral/retroviral 
chimera vectors). ' 

(57) Abr^^ 

L*invention conceme des mdthodes et constructions per- 
mettant la production de particules r^trovirales, in vitro, ex vivo 
ou in vivo. Elle conceme egalement Tutilisation de ces mdthodes 
et constmctions pour le transfert d'acides nucldiques dans 
les cellules. L'invention conceme plus particuliftrcment une 
composition comprenant Tensemble des 616ments g6n6tiques 
necessaires a la constimtion d'une paiticule r6trovirale, incor- 
por6s dans un ou plusieurs ad6novims recombinants ddfectifs 
pour tout ou partie des regions El et E4 au moins (vecteurs 
chim6riques ad6no-r6tro). 
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METHODES ET COMPOSITIONS POUR LA PRODUCTION DE PARTICULES VIRALES 

La presente invention conceme le domaine des Biotechnologies. Elle 
concerne plus particulierement des m6thodes et constructions permettant la 
production de particules retrovirales. in vitro, ex vivo ou in vivo. Elle conceme 
egalement I'utilisation de ces m§thodes et constructions pour le transfert d'acides 
nucleiques dans les cellules. 

Les retrovirus constituent aujourd'hui Tun des principaux vecteurs pour 
le transfert d'acides nucleiques dans les cellules, lis sont utilises par exemple 
pour le transfert d'acides nucl6iques in vitro ou ex vivo (experimentation. 6tude 
de regulation, production de prot6ines recombinantes. introduction de genes de 
resistance ou de g^ne toxiques) ou directement in vivo (creation de modeie 
pathologiques chez Tanimal. etudes de marquage ou de biodisponibilite. 
utilisation therapeutique par greffe de cellules productrices ou injection de virus 
purifies, etc.). 

Pour toutes ces utilisations, il est done important de disposer de 
techniques efficaces de production et d'administration de retrovirus. A cet egard. 
les techniques utilisees classiquement reposent sur I'emploi de lignees celiuiaires 
d'encapsidation. Ces lignees sont construites in vitro et expriment I'ensemble des 
proteines necessaires a la constitution et e I'encapsidation d'un vecteur retroviral 
defectif dans una particule retrovirale. De telles lignees sont par exemples les 
20 lignees PSICRIP (Danos et Mulligan. PNAS 85 (1988) p. 6460). PA317 (Miller et 
Buttimore. Mol. Cell. Biol. 6 (1986) p. 2895), ou GP + Env AM12 (Markowitz et al. 
Virology 167 (1988) p. 400). Neanmoins, I'emploi de telles lignees peut poser un 
certain nombre de problemes. lies tout d'abord e leur construction, ensuite e leur 
utilisation. 

25 Ainsi. ces lignees doivent §tre stables, c'est-a-dire exprimer les 

fonctions retrovirales de maniere pemianente. sans rearrangements genetiques 
ni perte d'expression. De plus, ces lignees doivent §tre compatibles avec un 
usage phamiacologique potentiel des r6trovinjs. et done §tre etablies ^ partir de 
cellules cultivables. faiblement voire non-immunogenes. etc. 
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D-autre part, il est important que les lignees utilisees produisent des 
titres relativement Aleves de virus, d.pourvus de particules r^pllcatives 
cor^taminantes (RCV). Les procedes de preparation de retrovirus utilisant des 
iignees d'encapsidation comportent done necessairement des etapes de controle 
5 de la qual-rte a la fois des stocks viraux produits et des lignees utilisees. Enfin. 
selon les applications envisagees. ces productions peuvent devoir etre real.sees 
en respectant des degres de confinement eleves. ce qui complique encore le 
caractere industriaiisable de ces methodes. 

Afin de rem^dier a ces inconvenients. il a ete propose dans la 
10 demande WO 95/22617 un nouveau concept de production de particules 
r^trovirales. 6vitant le recours aux lignees d'encapsidation de retrovirus. Ce 
nouveau concept consiste ^ transformer une cellule cibie in vitro, ex vivo ou 
directement in vivo, en cellule productrice de retrovirus, en iritroduisant dans 
cette cellule I'ensemble des 6l6ments g6n6tiques n6cessaires ^ la constrtufon 
15 d-une particule retroviral. Cette demande pr6voit en particulier le transfert de 
ces elements au moyen de constructions plasmidiques ou de vecteurs viraux 
d-origine d'rff^rente. Feng et al. (Nature Biotechnology 15 (1997) p 866) ont par 
ailleurs d6crit un mode particulier de mise en oeuvre de cette nouvelle approche. 
utilisant deux adenovirus recombinants de premiere generation (i.e.. defectrfs 
20 pour la region E1). dans lesquels 6taient r6partis selon un schema precis les 
elements genetiques retroviraux. 

La presente demande decrit maintenant une nouvelle amelioration aux 
techniques de production de particules retrovirales d^crites ci^essus. et sur 
rutilisation pour le transfert d'acides nucl6iques. 
25 La presente demande repose notamment sur I'utilisation d'adenovirus 

recombinants pour d61ivrer ^ des cellules, in vitro, ex vivo ou in vivo. I'ensemble 
des elements g6n6tiques n6cessaires ^ la constitution d'une particule retrov.rale. 
Par rapport aux travaux decrits ant6rieurement, la presente demande repose en 
partie sur I'utilisation de types particuliers d'adenovirus recombinants et/ou sur 
30 une repartition particuliere des elements gen6tiques retroviraux. Comme 
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demontre dans la pr6sente demande. les methodes et constmctions selon 
l-invention permettent d'obtenir des taux de production de particules retrovrales 
eleves. sont eff.caces, pr6sentent une s6curit6 accrue, aussi bien In vitro, ex v.vo 
que In vivo. En outre, les r6trovims recombinants defectifs produits sont 
infectieux. et sont capables de transferer avec une grande eff.cacit6. un acide 
nucl6ique dans une cellule. 

Un premier objet de I'invention conceme done une composition 
comprenant I'ensemble des 6l6ments g6n6tiques n6cessalres a la constitution 
d'une particule retrovirale. incorpores dans un ou plusieurs ad6novims 
recombinants defectifs pour tout ou partle des r6gions El et E4 au moins. 

Le terme "Elements genetiques necessaires a la constitution d'une 
particule r6trovirale" d6signe au sens de I'invention I'ensemble des sequences 
nucleiques. codantes ou r^gulatrices. qui agissant en cis et en trans sont 
necessaires et suffisantes pour constituer une particule r^trovirale. c'est-a-dire 
une particule physique ^ la surface de laquelle I'enveloppe retrovirale est 
exprimee. et a I'lnt^rieur de laquelle se trouvent les differentes proteines 
necessaires d la realisation d'un cycle retroviral et un genome sous une fomie 
pennettant sa retrotranscription. 

L'organisation g^nomique des retrovims est bien connue. et comprend 
essentiellement les elements suivants : 

- Une region LTR. localisee e chaque extremite du genome retroviral, 
servant notamment d'origine de transcription et de promoteur transcriptionnel. 
Cette region LTR se compose plus precisement d'eiements designes U3. R et U5 
(voir Figure 5, par exempie). La sequence U5, conjointement avec la sequence 

5 U3, joue un r6le clef lors de I'integration du provirus. 

- Une sequence d'encapsidation (Psi ou v), impliquee dans 
I'encapsidation du genome retroviral dans la particule virale. La sequence 
d'encapsidation peut par ailleurs comporter une region etendue a certains 
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6l6ments du gene gag. qui ont et6 decrits comme ameliorant refficacite 
d'encapsidation. 

- Trois regions codantes, designees gag. pol et env. codant 
respectivement pour les proteines du core (gag), les enzymes (transcriptase 
inverse, protease, int^grase) et i'enveloppe du retrovirus (env). 

Pour la constitution d'une particule r6trovirale recombinante. un 
vecteur retroviral est g6neralement construit comprenant les elements 
genetiques agissant en cis. c'est-a-dire les regions LTR et la sequence 
d'encapsidation. et dans lequel tout ou partie des regions codantes gag. pol et/ou 
env (agissant en trans), sont 6liminees. Habituellement. ce vecteur retroviral 
comprend egalement une sequence nucleique d'interet (le transgene). Les 
regions codantes non presentes ou inactives dans le vecteur retroviral sont 
apportees en trans (fonctions de complementation), de maniere a pouvoir 
reconstituer une particule retrovirale. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre de I'invention. les 
elements genetiques comprennent done un vecteur retroviral et les acides 
nucieiques codant pour les fonctions de complementation retrovirales (c'est-a- 
dire pour les fonctions defectives dans le vecteur retroviral, i.e.. gag, pol et/ou 
env). 

Dans un mode plus particulier de realisation de la presente invention, 
les elements genetiques comprennent : 

- un acide nucieique codant pour une proteine retrovirale gag. 

- un acide nudeique codant pour une proteine retrovirale pol. 

- un acide nucieique codant pour une proteine d'enveloppe. par exemple 
une proteine retrovirale env. et 

- un acide nucieique comprenant. entre deux regions LTR. une sequence 
d'encapsidation retrovirale et une sequence nucieique d'interet. 



, PCT/FR99/0n84 
WO 99/60144 5 

Pour la mise en oeuvre de la presente invention, ies 6l6ments 
gen^tiques peuvent pravenir de differents types de retrovirus, tels que des vims 
6cotropes et/ou amphotropes. II peut s'agir notamment de retrovirus appartenant 
^ la famine des oncovirus, des lentivirus ou des spumavirus. Dans la fam.lle des 
oncovirus, on peut citer notamment Ies oncovims lents. non porteur d'oncogene. 
tels que par exemple MoMLV. ALV. BLV. ou MMTV et Ies oncovirus rapides. tels 
que RSV par exemple. Dans la famille des lentivirus. on peut citer par exemple 
HIV, SIV. FIV ou CAEV. 

Par ailleurs. la ou Ies regions LTR utilisees peuvent etre soit des 
regions LTR retrovirales completes, soit des sous-domaines pemiettant de 
reconstituer des LTR complets apres activity reverse transcriptase. A.ns<. Ies 
LTR utllls6s peuvent comprendre des d§l6tions de domaines tels que U3 et U5 
par exemple. Dans un mode particulier de mise en oeuvre de finvention. le 
vecteur retroviral comprend un LTR 5'. d6pourvu de r6gion U3 et un LTR 3' 
d6pourvu de region U5. L'emploi de ce type de construction pemiet notamment 
de stabiliser le vecteur pendant Ies etapes de construction et de reduire Ies 
risques de recombinaison. Les 6l6ments gen6tiques peuvent §tre directement 
prepares a partir des retrovirus isol6s. selon les techniques connues de Thomme 
du metier, et/ou synth6tis6es artlficiellement. Ces 6l6ments peuvent 6tre 
amplrfies en culture, comme d6crit dans les exemples. En outre, les acides 
nucl6iques utilises peuvent etre de I'ADN ou de I'ARN. 

Dans une variante pr6f6r6e de realisation, les 6l6ments genetiques 
sont tels qu'lls cedent pour des prot6lnes gag et pol de retrovims et pour une 
proteine d'enveloppe pemiettant d'infecter des cellules humaines. Plus 
pref^rentiellement. encore, les proteines gag et pol sont des proteines de 
retrovirus choisis parmi MoMLV. ALV. BLV. MMTV et RSV. et la prot6lne 
d'enveloppe est une proteine de virus choisi pamii A4070. GALV. RD114. VSV-G 
ou le vims de la rage. II est entendu que I'invention peut egalement etre mise en 
oeuvre en utilisant des variants ou mutants de ces prot6lnes. ayant conserve leur 
3 activity biologique. ou des proteines chimeres ou hybrides pemiettant de modifier 
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le tropisme de la particule retrovirale. notamment de lui conferer une specificit6 
pour des types cellulaires particuliers. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, la proline d'enveloppe 
est done une proteins d'origine virale ou cellulaire. permettant aux particules 
retrovirales d'infecter les cellules humalnes. II peut s'agir pr§f6rentiellement d'une 
prot6lne d'un virus tel que A4070, GALV. RD114. VSV-G ou le virus de la rage. 
Les enveloppes virales pref6r6es sont A4070. GALV ou VSV-G. Les prot6ines 
GAG et POL preferees proviennent des retrovims MoMLV. 

Selon un mode de realisation particulier de I'invention, les 6l6ments 
g6netiques pemiettent la constrtution d'une particule de lentivims. et proviennent 
done, au moins en partie. de lentivirus. tels que notamment HIV. SIV. FIV ou 
CAEV. L'utilisation de retrovirus recombinants prepares a partir de lentivirus a 
6t6 deerite dans la litterature et offre certains avantages pour le transfert de 
genes dans des cellules quiescentes (Poeschia et al., Nature Medicine 4 (1998) 
354). La pr6sente invention permet a present de mettre a profit cette propri6t6 
pour g6n6rer. dans des conditions am§liorees. un transfert de genes par les 
lentivirus. 

La repartition des Elements g6n6tiques retroviraux peut §tre realis6e 
de differentes fagons dans le ou les adenovims. 

Ainsi. selon une premiere variante de mise en oeuvre, I'invention 
conceme une composition comprenant I'ensemble des elements gen6tiques 
necessaires a la constitution d'une particule retrovirale r6partis dans trois 
adenovirus recombinants distincts. 

Dans ce mode de realisation particulier, une composition selon 
I'invention comprend par exemple un premier adenovirus recombinant 
comportant, incorpore dans son genome, le ou les acides nucl6iques codant 
pour gag et pol ; un deuxieme adenovirus comportant, incorpore dans son 
genome, un acide nucl6ique codant pour I'enveloppe, et un troisieme adenovirus 
recombinant comportant, incorpore dans son genome, le vecteur retroviral. 
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Selon une autre variante, preferee. de mise en oeuvre. I'invention 
conceme une composition comprenant I'ensemble des elements genetiques 
n6cessaires a la constitution d'une particuie r6trovirale repartis dans deux 
adenovirus recombinants distincts. A cet egard. une composition particulierement 
pr6f6r6e au sens de I'invention comprend : 

. un premier adenovirus recombinant comprenant. incorpor6s dans son 
g6nome. un ou plusieurs acides nucl6iques codant pour les proteines r6trovirales 
gag et pol, et 

- un deuxieme adenovirus recombinant comprenant. incorpor§s dans son 
genome, un acide nucl6ique codant pour une prot6ine d'enveloppe telle que 
defini ci-avant. et un acide nucleique comprenant. entre deux regions LTR 
completes ou des sous-domaines pemiettant de reconstituer des LTRs complets 
apres activite reverse transcriptase, une sequence d'encapsidation r6trovirale et 
une sequence nucleique d'interet. 

L'utilisation d'une telle composition est illustr6e. de mani§re gen6rale. 
sur la Figure 1. Comme montr6 dans les exemples. cette repartition particuliere 
des elements genetiques retroviraux pemiet d'obtenir des titres 6lev6s de 
particules retrovlrales infectieuses. capables de transferer de maniere efficace et 
stable un transgene dans des cellules desirees. 

A cet egard. un objet particulier de la presente demande conceme 

- tout adenovirus recombinant defectif caracterise en ce qu'il 
comprend. incorpore dans son genome, un ou plusieurs acides nucieiques 
codant pour les proteines retrovlrales gag et pol. et 

- tout adenovirus recombinant defectif. caracterise en ce qu'il 
5 comprend. incorpore dans son genome, un acide nucleique codant pour une 

proteine d'enveloppe. et un acide nucleique comprenant. entre deux regions LTR 
completes ou non. une sequence d'encapsidation retrovirale et une sequence 
nucleique d'interet. 
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De tels adenovirus peuvent etre defectifs notamment pour tout ou 
partie de la region E1 (E1 A et/ou E1B). E2. et/ou E4, par example. 

Un autre objet particuller de Tinvention conceme une composition 
comprenant deux adenovirus tels que definis ci-dessus. 

Une autre variante. 6galement pref§ree. de mise en oeuvre de 
rinvention conceme une composition comprenant I'ensemble des 6l6ments 
genetiques necessaires ^ la constitution d'une particule r6trovirale. incorpor6s 
dans un seul adenovinjs recombinant. 

L'avantage particulier de ce mode de realisation reside notamment 
dans sa mise en oeuvre simplifi6e du fait de I'utilisation d'un adenovirus unique. 

li est entendu que les compositions selon i'invention peuvent etre 
adaptees par I'homme du metier en fonction de la structure du vecteur retroviral, 
et notamment des genes r6troviraux d6fectifs dans celui-ci. Ainsi. le vecteur 
utilise peut §tre d6fectif pour un seul. deux ou I'ensemble des genes r6troviraux 
gag. pol et env. Selon le cas de figure, la composition et la repartition des 
ad6novims dans les compositions de invention peut §tre ais^ment adapt§e. 
Neanmoins. un mode pr6f6r6 de realisation est celui dans lequel le vecteur 
retroviral est defectif pour Tensemble des genes gag. pol et env. comme illustre 
dans les exemples et celui adapte ^ la production de lentivirus recombinants. 

Dans les compositions de I'invention. I'acide nucl6ique utilise codant 
pour une protfeine retroviral gag. pol ou env comprend g6n6ralement un 
promoteur transcriptionnel. situe en 5' de la region codante. et un terminateur 
transcriptionnel. localise en 3' de la region codante. Les promoteurs utilises 
peuvent etre de nature, d'origine et avoir des proprietes variees. Le choix du 
promoteur utilise depend en effet de I'utilisation recherch6e et du transgene. 
notamment. Ainsi. le promoteur peut §tre un promoteur constitutif ou r6gul6. fort 
ou faible. ubiquitaire ou sp6cifique de tissus/cellules. ou encore sp6cifique d'6tats 
physiologiques ou physiopathologiques (activity d§pendante de l'6tat de 
differenciation cellulaire ou de certaines 6tapes du cycle cellulaire). Le promoteur 
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peut^t. d'odgine euoaryote, prooaryote, virale, animate, vegitale, 3«e«e ou 
humahe. a«. Des exem^es partoullers de promoteurs son. ,e promoteur « 
g^nas PGK. TK, GH, EF1h>, APO, CMV, ate. ou das promoteu.. arUficels, tete 
que rtpondant a p53, E2F ou cAMP. 

Prtf^renSellement, le pmmoteur conWIant rexpression de gag, pol at 
anv est un pramottur fort cons«Wf. En outre, le promoteur peut ^alemant 
oomprend^ una r^ion -enhanoar permeUant d'accroltre refficac«e 
d'axpression. Le choix de la r^ion tem«nateur peut ^aleman. *.re reahse sans 
effort par momma du metier, ,».ammant pam,i les terminataurs des genes GH, 
SV40, EFW, etc.. largement d^crtts dans la im.ra.ure. Enf,n, les acdes 
nudaques codan. pour GAG et POL son. souven. uHlia^s sous fomte d'une un«e 
biclstronique, contr6l6e par un p-omoteur et un .em,lna.eur uniques, comme c est 
le cas dans le genome retroviral. 

comme indiqu. c^avant. les avantages de la presente invention 
d.=oulent noumment de la r^partitton des .laments g.n«i,ues r*oviraux dans 
las adenovirus, et/ou du type d'ad^novirus uUlise. A cat egard. comme soul,gne 
precedemmant, las adenovirus u.«s dans le cadre da la presente — 
sont assentiallaman. defecUfs au n«™ pour la region El e. la region E4, en tout 
ou en partte. Comme illustre dans les exemples, combinee e une rapartton 
avantageusa das elements geneUques retmviraux, cette organteaSon du genome 
adenoviral parmet d'obtanir una afficacite at une securite importantes. En outre 
,a stmcture genomique des adenovirus recombinants uSlises pam,et egalemen 
la realisa«on de repartitions des elements genettques .etrovlraux on^,nales e. 
avantageuses, telles que notamment Misatlon d'un adenovinjs unique ou d une 
, oombinaison da deux adenovirus tals qu'lllustres ci^vant Les rtsulWs montrant, 
de maniere partlculierement avantageusa. qua VuSHsation de ca t«,a 
d'adenovims eVou des rapaWons particulieres des elements geneuquea 
retroviraux salon rinvention permattent d'obtenir des Hires eieves de part,<«las 
reuovlrales infeCieusas et une stabilita e long temie du transgena (auKiala da 3 
„ mois). Ces resultats .ou. 4 fai. avantageux sent surprenants dans la mesu-a ou 
rabsence de la region virale 64 a ete deaite pour avoir un affet negate aur 
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fexpres^on des sequences InUoduKes dans un veoteur adenoviral. Par ailleur. 
tesLnats p^ser^^s r^.n.ren. que, in vivo, les compositions - - 
induisen. une ampffleaUon d'un .3C«.r 10 . 50 au moins du nombre de cellules 
tumorales Wnsduites, par rapport . radrr-nisUaSon d'un ad.novims seul. Ces 
oonflrrr^n. done les propn«^ avan^geuses e. surprenan,es de la 
pr^sente invention pour le transfert d'addes nud«ques dans les cellules. 

Ues adinovims utilises pour la mise en oeuvre de la presente 
inventon son. done avantageusement d^fectlfs pour tout ou pertie des r^ions 
E1 et E4 au moins. 

,1 s-agit avantageusement d'adenovirus recombinants d6fectifs W 
de 3eme generation, c'est-.-dire defectifs pour les regions E1 et E4. en tout ou 
en partie, et 6ventuellement pour la region E3. 

Des variantes particulieres de rinvention sont constitutes par 
rutilisation d-adenovirus portant des dtlttions affectant tout ou une part.e 
15 fonctionnelle des regions suivantes : 

.E1.E4etE3, 
.E1.E4etE2. 
-E1.E4. E2etE3. 

- les regions cl-dessus ainsi que tout ou partie des genes codant 
20 pour les fonctions tardives de radtnovirus (L1 S L5). ou encore. 

- rensemble des regions virales codantes. 

La structure genomique des adenovirus a 6t6 largement decrite dans 
la litterature. A cat egard. le genome de Tadtnovirus Ad5 a 6t6 en«.rement 
sequence et est accessible sur base de donn6es (voir notamment GeneBandk 
25 M73260). De meme. des parties, voire la totalite d'autres genomes ad6nov.raux 
(Ad2 Ad7. Ad12. adenovirus canin CAV-2, etc.) ont 6galement 6te sequencees. 
De pius. la construction d'adenovirus recombinants defectifs a aussi 6t6 decnte 
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\A/n Q4/28152 wo 95/02697 et WO 
dans la litterature. Ainsi, les demandes WO 94/28152, w 

06/22378 par exemple. d^crivent diff6rentes d6l6tions dans les regions E1 et E4. 
96/22378 par exemp. ^^^^^^^^ p^^^^^ 

De meme. la demande WO 96/1 ^.^ 

.odifcation au niveau du gene va2. la ^^^^^^^^ 

adenovirus d'ongine animale. la demande WO 95/29993 

portent sur la region E2del'ad6novinJs. 

Avantageusement. I'ad^novirus recombinant utilise dans le cadre de 
.,.en:nco:prenduned..ondanslar.gionE1des^^^^^^^ 

affectant les nucleotides 454-3328. 382-3440 
g6nome de I'AdS). 

D.auue pa«. ia <..l«on dan. la r^^n E4 affecte P;«^-™' 
rense.b,e de. phases cvertes, .elles ,ue par axan,p,e 'es — 
3553S ou 33093.35535 ou .ne pa«ie seu.n»n. de ^^^^^^^^^ 
: 0RF3 par exemple), com^ d^rft dans les demandes WO95/02697 
W096C2378. inoorporSes la prSsente par rSterence. 

Con^eman. les ad^novi^s d^pouwus en ^us des ,ono«ons 
(.^ur — •) ou de rensen,b,e des regions — J^^^ 
Uess-,, .eor consUuoSon a ^ d^ per example par ParKs e. al. PNAS 
,„ 93 (1996) p. 13565 e. Liebar et al.. J. Virol. 70 (1996) p. 8944. 

us .laments g.n..i,ues r.«>vlraux peuvent ^ ^ en d«.ren.s 
sue. du genome adenoviral reoombl,«n,. lis peuven, me inseres au n«eau 
Z JZ E1 E3 ou E4, en remplacement des s^uences d....^s ou en 
s r^ur : peuven. .galemen. Ins^r. en .ou. au« s*e. en deho. d« 
, Zences n^cessaires en cis . la produ^n des v,n« (sequences ITR e. 

sequence d'encapsida.ion). H'nrioine 
Par allleurs. les ad^novlms reeombinan.s peuven. m dong,ne 
buma.,e ou animale. Oonceman. les ad^novi^s d'origine >«^«2ZZ 
^, p^^renS^lemen. oeux dass.s dans le groupe C, - P-^'- 
„ adenovirus de type 2 <Ad2). 5 (Ad5) ; ou les adenov,™ 7 (A,^ ou « 
(Ad12) Panni les diffSrenB adenovirus d'origlne ammale. on peu. oter 
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preferentiellement les adenovirus d'origine canine, et notamment toutes les 
souches des adenovims CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par exemplej. D'autres adenovirus d'origine animale sont cit6s 
notamment dans la demande W094/26914 incorpor6e a la pr6sente par 
rM^rence. 

Les adenovirus recombinants sont produits dans une Iign6e 
d-encapsidation. c'est-a-dire une Iign6e de cellules capables de 
complementer en trans une ou plusieurs des fonctions deficientes dans le 
genome adenoviral recombinant. Pam\ les lignees d'encapsidation connues 
par rhomme du metier, on peut crter par exemple la lignee 293 dans laquelle 
une partie du genome de I'adenovims a ete int6gr6e. Plus precisement, la 
lignee 293 est une lignee de cellules embryonnaires humaines de rein 
contenant Textremite gauche (environ 11-12 %) du genome de I'adenovirus 
serotype 5 (Ad5). comprenant I'lTR gauche, la region d'encapsidafon. la 
region El. incluant Ela et Elb. la region codant pour la proteine pIX et une 
partie de la region codant pour la proteine plVa2. Cette lignee est capable de 
trans-complementer des adenovirus recombinants d6fectifs pour la region 
El. c'est-a-dire depourvus de tout ou partie de la region El. et de produire 
des stocks viraux ayant des titres eieves. Cette lignee est egalement capable 
de produire. a temperature pemiissive (32X). des stocks de virus 
comportant en outre la mutation E2 themiosensible. D'autres lignees 
cellulaires capables de complementer la region El ont 6te decrltes. bas6es 
notamment sur des cellules de carcinome de poumon humain A549 
(W094/28152) ou sur des retinoblastes humains (Hum. Gen. Then (1996) 
215). Par ailleurs. des lignees capables de trans-complementer plusieurs 
fonctions de I'adenovirus ont egalement 6t6 decrites. En particulier. on peut 
citer des lignees complementant les regions E1 et E4 (Yeh et al.. J. Virol. 
VOL 70 (1996) pp 559-565; Cancer Gen. Ther. 2 (1995) 322 ; Krougliak et al.. 
Hum. Gen. Ther. 6 (1995) 1575) et des lignees complementant les regions 
a El et E2 (W094/28152. WO95/02697. WO95/27071) ou des lignees 
derivees de celles-ci utilisables pour produire des adenovirus minimum, en 
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particulier parce qu'elies expriment en outre une activite de recombinase site- 
sp6cifique impiiqu6e dans la constmction de tels virus. 

Les adenovirus recombinants sont habituellement prodults par 
introduction de TADN viral dans la lignee d'encapsidation. suivie d'une lyse 
des cellules apres environ 2 ou 3 jours (la cin^tique du cycle adenoviral 6tant 
de 24 ^ 36 heures). Pour la mise en oeuvre du procede, I'ADN viral introduit 
peut etre le genome viral recombinant complet, 6ventuellement constmrt 
dans une bacterie (WO96/25506) ou dans une levure (WO95/03400). 
transfect^ dans les cellules. II peut 6galement s'agir d'un vims recombinant 
utilise pour infecter la lignee d'encapsidation. L'ADN viral peut aussi etre 
introduit sous fomie de fragments portant chacun une partie du genome viral 
recombinant et une zone d'homologie pemiettant. apr6s introduction dans la 
cellule d'encapsidation. de reconstituer le g6nome viral recombinant par 
recombinaison homologue entre les diff6rents fragments. 

Apr6s la lyse des cellules, les particules virales recombinantes 
peuvent §tre isolees par toute technique connue telle que la centrifugation en 
gradient de chlomre de c6sium ou la chromatographie. Une methode 
altemative a 6t6 notamment decrite dans la demands FR 9608164 
incorpor6e ^ la presents par r6f6rence. 

Les compositions selon I'invention peuvent comprendre des quantit^s 
variables d'ad^novirus recombinants. ais6ment adaptables par I'homme du 
metier en fonction des applications envisag6es (in vitro, ex vivo ou in vivo, par 
exemple). 

G6n6ralement. les compositions comprennent de I'ordre de 10* a 10« 
5 p.v. de chaque adenovirus recombinant, de preference de 10^ a lO^^p.v. 

Le terme p.v. correspond au nombre de particules virales presentes 
dans les compositions. 

Par ailleurs. les compositions de I'invention peuvent se presenter sous 
differentes formes, telles que solutions, gels, poudre. etc. Elles sont 
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g^n^ralement sous forme de solutions, preferentiellement steriles. teiles que par 
exemple des solutions salines (phosphate monosodique. disodique. chlonire de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc. ou des melanges de tels sels). 
isotoniques. ou de compositions s6ches, notamment lyophilisees. qui. par 
addition selon le cas d'eau st6rilis6e ou de semm physiologique. pemiettent la 
constitution de solutes. D'autres excipients peuvent etre utilises tels que par 
exemple un hydrogel. Get hydrogel peut Stre pr6par6 a partir de tout polym^re 
(homo ou h6t6ro) bio-compatible et non cytotoxique. De tels polymeres ont par 
exemple 6t6 d6crits dans la demande WO93/08845. 

En outre, les compositions selon Tinvention peuvent etre 
conditionn^es dans tout type de dispositif adapte. tel que flacon. tube, ampoule, 
poche. seringue. ballonet. etc. D'autre part, dans les compositions de rinvenfon 
comprenant au moins deux types d'ad6novirus recombinants, ceux-ci peuvent 
§tre conditionnes soit en melange, soit s6parement. 

Comme indique ci-avant. les compositions de I'invention peuvent gtre 
utilisees in vitro, ex vivo ou in vivo. 

Pour une utilisation in vitro ou ex vivo, les cellules peuvent §tre 
simplement incubees. dans tout dispositif approprie (plaque. boTte. poche. etc.) 
en presence d'une composition telle que decrite ci-avant. Comme illustre sur la 
, Figure 1 pour une composition comprenant deux types d'adenovims 
recombinants. I'incubation des cellules entratne I'infection des cellules par les 
deux adenovirus, qui permettent ensuite S la cellule co-infect6e de produire des 
particules retrovirales infectieuses. Pour ce type d'application. les compositions 
peuvent gtre utilis6es k des multiplicites d'infection (MOl) comprises entre 10 et 
5 5000 p.v. par cellule, par exemple. de preference entre 100 et 2000. comme 
Illustre notamment dans les exemples. 

A cet egard. I'invention conceme egalement un proc6d6 de production 
de particules r6trovirales in vitro comprenant I'incubation de cellules en presence 
d'une composition telle que definie ci-avant. eventuellement suivie de la 
50 recup6ration et/ou purification des retrovims produits. Les cellules utiiisables 
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dans ce precede peuvent etre tout type de cellule permissive aux ad6novirus. II 
peut s'agir de cultures primaires ou de lignees cellulaires. notamment 
mammifere. et notamment d'origine humaine. Uutilisation de cellules d'origine 
humaine (cellules de reins embryonnaires. A549. retinoblastes. Heia. KB. etc.) 
est particuli^rement avantageuse car elle pemiet de conferer une meilleure 
resistance des particules retrovirales au syst6me du complement Comme illustre 
dans les exemples. le precede de I'invention pemiet d'obtenir des titres Aleves de 
r6trovims, sans recours a des Iign6es d'encapsidation. 

Pour une utilisation in vivo, les compositions de invention peuvent 
gtre formul6es en vue d'une administration par voie topique. oraie. 
parenterale. intranasal, intraveineuse. intramusculaire. sous-cutan6e. 
intraoculaire, transdermique. intratumorale. etc. 

A cet egard, Tinvention conceme 6galement une m6thode pour le 
transfert d'un acide nucleique in vivo comprenant Padministration d'une 
composition telle que d6crite ci-avant. L'invention peut etre utilisee par exemple 
Chez ranimal. pour la creation de modeles pathologiques. ou I'etude de la 
regulation de genes, ou 6galement chez I'homme, dans des etudes de 
marquage. de biodisponibilite. ou ^ des fins medicales. Uinvention conceme 
egalement rutilisation des compositions decrltes ci-avant pour la production de 
particules retrovirales infectieuses in vivo. 

Selon racide nucleique d'interet (transgene) inser6 dans le vecteur 
retroviral, la presente invention peut etre utilisee dans de nombreuses 
applications. Ainsi. panni les produits d'interet au sens de la presente invention, 
on peut citer plus particuli6rement les enzymes, les derives sanguins, les 
homrones telles que I'homione de croissance. les cytokines, les lymphokines : 
interleukines. interferons. TNF. etc. (Brevet fran^ais n' 92 03120). les facteurs de 
croissance. par exemples les facteurs angiogeniques tels que les VEGF ou FGF. 
les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synth6se. les 
facteurs trophiques. en particulier neurotrophiques pour le traitement des 
3 maladies neurodegeneratives, des traumatismes ayant endommage le systeme 
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H., -t^n^nSrescences rtWennes : BDNF. CNTF. NGF, IGF, GMF 

Is^Z riles, e... 13 «lne ou une .«,s,ro^ine 
les facteurs " lesg^nescodant pour desfacteursimplK,ues dans 

,a coagulation : faoteurs Vll, VUl, IX, « 9 
oytosine deaminase), les p«*ines ,mpl«,uees dans le cy* 
p2, ou auues prolines inh«oes des k»«ses d^pendanus, Rb, G^.^ Ga^ 
f oas 3 Gad 45 Gad 153, les cyd'^es A, B, D. ou encore la prote,ne GAX 
a pllra^on des ee.u.s dans les muscles lisses (««ement de a 
e le, les pro..ines indulsan. Lpoplose ou ---P- jj/^ 
tumours comme p53, Bax, BclX., Bad ou «>u. auUe an.agon«.e de Bd2 et d^ 
Lx-1 les s.nes de rh*moglobine c« tfauUes .ransporteu. pr^.^ . I- 
1 'co Jpon.a„. au. prolines impli,u.es dans le ^..»..me -es l,p.e^. 
L we apolipoprot^ine choisie parmi les apolipoprot^ines W. A-11, A-IV, B, CI 
C 1^0 IDE F, G, H, J e. apo(a). les enzymes du m^Ubol-e comma pa 
!lp. la lipop^t^ne lipase, la lipase hW, . 1^'- c^este^ ' 
example la iip P hydroxylase, la phosphaMyl ac«le 

rrilirpro^nesde — delip.es«^^^^ 
e uansler. des esters de choles.*.^ et la prote,ne ^e^^^ 
0 phosphides, une prot^lne de liaison des HDL ou encore un rec^p^ 
pam. les r.cep.eurs aux LDL, les r^cepteurs des ch„om,aons.remnan.s e. 
recepteurs scavenger, etc. 

Pam,i les ptoduits d'intWt il est important de soullgner les anticorps 
,es fragments va.ahles .anticorps simple chalne (ScFv) ou — 

AHonf Hp.^ caoacites de reconnaissance pour son utilisation en 
15 d'ant corps possedant des capaciies. uc 

mmunollple, par exemple pour ,e traitement ''^^^l^^Z 
U^meurs (amicorps an«-RAS, an.H.53 ou anti-GAP), das malad«s au.o.mmunes 
telles que la sclerose en plaques (anticorps antiidiotype). 

D'autres proteines dW*,*t son., de fa^oh non llmltaBve, des 
3. recepteurs solubles, comma par exen^le r^pteur CD4 soluble a 
recepteur solu* du TNF pour . th^rapie antWV, le r^cepteur solute de 
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rac^tylchCine pour le .ratement de la myas^^nie ; des pep«des sibstrats ou 
inhibteurs d'enzymes, ou blen des peptides agonistes ou antagon«tes de 
recepteuis ou de prateines d'adh^sion comme par exeraple pour le tralter^nt de 
rasthme, de la thrombose et de la restenose : des proteines artifcielles, 
chlm^rlques ou tronqu6es. Parmi les honnones dW*r« essentiel. on peut c*er 
rinsuline dans le cas du diab«e, rhorrrone de oroissance et la calcrtomne. 

faclde nuciaque peut egalement toe ur, ger,e ou ur,e sequence 
antlsens, dont rexprassion dans la cellule clble permet de contrbler I'expression 
de g^nes ou la IranscHption d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent. 
par example, 6tre transottes dans la cellule cible en ARN compl^mentaire 
d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en protSine. selon la technique 
dicrite dans ie brevet europ*en n' 140 308. Les gSnes th^rapeutiques 
comprennen, «8^ement les sequences codan, pour des ribozymes. qu, «>m 
capables de dStruIre saectl»ement des ARN oiWes (brevet europeen n 321 
201). 

L'acide nuclSique peut 6galement comporter un ou plusieurs g^nes 
codant pour un peptide antig^nique, capable de g^nerer chez momme ou 
fanimal une rSponse Immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre. 
rinvention permet done la realisation soit de vaccins. soit de traitements 

, immunoth^rapeutlques applique ^ momme ou i I'animal, notamment centre des 
microorganismes. des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
antig^niques specHiques du Wus d'Epstein Barr, du virus HIV. du vin.s de 
rh^patite B (btevet EuropSen N' 185 573), du vims de la pseudo-rage, du 
■syncitia fomting vims", d'autres vte ou encore d'antigSnes sp^cifiques de 

15 tumeurs comme les protanes MAGE (brevet EuropSen n" 259 212). 

L'acide nud^ique peut Egalement coder pour un produit toxique pour 
les cellules, notamment une toxicity condWonnelle (i.e., thymidine kinase, 
cytosine d6saminase, etc.). 

D'autres genes pr6sentant un int6r§t ont 6t6 notamment d6crits par 

30 Mc Kusick. V.A. Mendelian (Inheritance in man. catalogs of autosomal dominant. 
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autosomal recessive, and X^nked phenolypes, Eighth ed«lon. John Hopkins 
university Press (1988)), et dans Standbu^, J. B. et al. (The metabolic bas« 
inherited disease, Fifth editton. McGraw-Hill (1983)). Les genes drtrSt 
,«couvrent les prot«nes Impliquies dans le m6tabolisme des acides amines, des 
llpldes et des autres constituants de la cellule. 

Enfin racide nuclelque peut componer plusleuis r^lons codantes. 

Sventuellement separees par une IRES, permettant la production de plusieurs 

produits d'int6ret. 

Par ailleurs. le transg^ne comporte g6n6ralement un promoteur 
, transcriptionnel (sitae en 5') et un terminateur transcriptionnel (situ6 en 3'). qu. 
peuvent Mre choisis par rhomme du metier, comme d6crit ci-avant. D'autre part, 
le transgene peut etre present dans le vecteur retroviral dans I'otientatlon 
identique ou opposee au sens de la transcription des LTR. Enfin. dans un mode 
particulier de mise en oeuvre. les genomes adenoviraux de I'lnvention peuvent 
5 6galement itre delivrees aux cellules sous forme plasmidique. en comb.na.son 
avec les fonctions de complementation adenovirales. 

D-autres avantages et applications de la presente invention 
apparaltront a la lecture des exemples qui suivent. qui doivent etre consideres 
comme illustratifs et non limitatifs. 
20 I f^^_cK.nFQ nPR FIGURES 

TABLEAU 1 : Mesure de I'activite RT dans les cellules W162 infectees 
ou co-infectees. aux MOI indiquees. avec AdTK/ENV et/ou AdGAG/POL. 
L'activite RT a ete mesuree 2 jours apr^s infection ^ partir des sumageants. 
comme decrit dans I'exemple 5.2. L'activite RT de cellules GP *envAM12 a serv. 
25 de comparaison. Les resultats presentes sont la moyenne de 2 experiences 
independantes au moins (Ecarttype inferieur e 10%). 

FIGURE 1 : Schema general de Tutilisation d'une composition selon 
invention comprenant deux vecteurs chimeriques retro/adenoviraux = 
Adetrovirus. 
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FIGURE 2 : Representation des cassettes d'expression des fonctions 
de compl§mentation retrovirales (2B, 2C) et du vecteur retroviral (2A). 

FIGURE 3 : Representation du plasmide navette pAdEGP. E./P. EF- 
1a : Enhancer / Promoteur du gene EF-1a; pA : site de poiyadenylation. 

5 FIGURE 4 : Representation du plasmide navette pAd CLTKEE. E./P. 

CMV: Enhancer/Promoter CMV ; pA: site de polyad§nylation. 

FIGURE 5 : Mecanisme de production de particules retrovirales 
infectieuses au moyen d'une composition de invention. 

FIGURE 6 : Cin6tique de production de particules retrovirales apres 
10 co-infection de cellules W162 avec Ad TK/ENV et Ad GAG/POL. 

FIGURE 7 : Production de particules retrovirales dans les cellules 
VV162. en fonction de la MOI de I'infection adenoviral. 

FIGURE 8 : Quantification par Slot-Blot des ARNs TK+ encapsld6s 
dans les particules virales. 

15 FIGURE 9 : Sch6ma de detection, par PGR et coupure enzymatique. 

de la presence d'une cassette retrovirale TK integree. 

FIGURE 10 : Schema de detection, par PGR et coupure enzymatique. 
de la presence d'une cassette retroviral TK integree ou non integree. 

FIGURE 11 : Mise en evidence de la sensibilite au gancyclovir des 
20 cellules infectees par les retrovirus produits. comprenant le g6ne TK. 

FIGURE 1 2 : Amplification du gene TK dans les tumeurs H460 in vivo. 
Ligne M : marqueur 1 kb (Gibco BRL) ; ligne - : pas d'ADN ; ligne + : plasmide 
pLTK. 
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FIGURE 13 : Amplification du provirus TK dans les tumeurs H460 in 

vivo. 



5 Les methodes dasslqueraent utillsSes en biologie molSculaire telles 

nue les extractions preparatives d'ADN plasmidique. la centrifugatlon d'ADN 
plasrrtdique en gradient de chlorure de ofchrra. r«ectrophorese sur gels 
tfagarose. la purlfloation de fragments d'ADN. les extraotions de prot«nes au 
phSnolK^hlorofonne, la precipitation d'ADN en mnieu salin par de imanol ou de 
,0 nsopropanol, la transformation dans Escherichia col,, etc ... sent bien connues 
de rhommo de metier et son abondamment d^crites dans la litlirature (Manrats 
T et a/ -Molecular Cloning, a Laboratory Manual". Cold Spring Hart.or 
Laboratory, Cold Spring Harix.r, N.Y„ 1982; Ausubel F.M. e, a/, (eds), -Current 
Protocols in Molecular Biology-, John Wiley & Sons, N.Y. 1987]. 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent Stre s^parSs selon 
leur tallle par aectrophor^se en gels d'agarose, purifife en utilisant le krt 
■QlAquick Gel Extraction KT distnbu4 par Qiagen puls.incubfe en presence de 
I'ADN ligase du phage T4 (Bidabs) selon les recommandatlons du fournisseur. 
La d^phosphorylation des extr^mit^ 5' de I'ADN peut eUe effedu^e par la 
phosphatase alkaline (Boeringer Mannheim) selon lea specifications du 
fournisseur. Le remplissage des extr^mit^s 6' proiminentes peut Stre effectue 
par le fragment de Klenow de I'ADN polymerase 1 d'£ co« (Biolabs) selon les 
recommandations du fabricant. 

La mutag§nese dirigee in vitro par oligod6oxynucleotides synthetiques 
peut etre effectuee selon la m^thode developpee par Mikaelian and Sergeant 
[Nucleic Acids Research. 1992. 2Q: 376]. L'amplification de fragments d'ADN par 
la technique dite de PCR [Polymerase-catalysed Chain Reaction. Saik. R.K. ef 
al 1985 Science 230: 1350-1354] peut 6tre effectu6e en utilisant I'ADN 
polymerase Pfu (Stratagene) selon les specifications du fabricant. La v6rif.cat.on 
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des s^uences nud^«di<,u.s peut effeou^e pa, ,a m«ho<.e d^velopp^ 
par Sanger a< a/. [Proc. Na«. Acad. Sci. USA. 1977, Z4: 5463^671. 

Les cellules IGRP2 at W162 (Weinberg et al.. PNAS 80 (1983) 5383) 
on, cul.«*es en r^ilieu minimum Eagla (MEM) supplement, da 10% s^nim 
, bovln foeta, (SBF). Us cellules de la lign^ NC1.H460 de c-*n<.™ pui™-- 
„„„ , patnas cellules, d'ongine humaina (ATC(>HTB in) e. las flb^bla^ 
l^s N,H-3T3 ont cu«s en milieu Dult>acco mod.. (DMEM) e. RPM 

^«iAmont«s de 10% SBF. Toutes les cellules ont ete 
1640, respectlvement, supplemente de iu/o oor. 

cultlv6es k 37'C dans 5% COj. 

Example 1. Construction de 3 plasmldes portant differentes 
unites rttrovirales sous contrdle d'un promoteur. 

Cet exemple d6crit la construction de 3 plasmldes contenant. 
respectivement. les cassettes d'expresslon (1) de Tenveloppe r» 4070^ 
,) des prot^lnes gag-pol du vi.s MoMLV et (111) du g^ne d'HSV-l place dans 
15 un contexte retroviral. 

Le fragment Hind3/Xba1 contenant le promoteur/enhancer du g6ne 
EF-1a issu du plasmide pEF-BOS [Mizushima and Nagata. 1990. Nud. Acids 
Res. 18: 5322] est clone dans les sites Hind3 et Xba1 du plasmide commercal 
20 pSI (Promega) pour g6n6rer le plasmide pSI-EFI a. 

Un fragment Xbal/Noti contenant le gene de Tenveloppe du virus 
MLV amphotrope 4070A (en. 4070A) est ampllfie par PGR en utillsant le 
plasmide pSV-envAM (don de T. Heidmann. CNRS URA 147) comma matnce et 
les oligonucleotides SEQ ID N'1 et SEQ ID N-2 decrlts cl-dessous. 

25 SEQ ID N"1 

5- - GGCrCT>AG/\GCCGCCACCATGGCGCGTrCAACGCTC-3' 
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Le site Xba1 est en 
de la traduction est en gras. 



itallque. la sequence consensus Kozak d'initiation 
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SEQ ID N'2 

5..AAAAAAAA6CSGCCGCTTATCATGGCTCGTACTCTATGG.3' 
U ste Not1 est en italique. les deux oodons Stop sort en gras. 
A. cours de cene amplffioaUon. une reaction PCR intenn*diaire a«c 
.i^uLes SEO ,0 e. SEO ,D NM a pe^,. d..«n. ,e s«e Pad 
present dans ,e g.ne en. sans n»d«er ,a s*<,uenoe d'aades an,n*s. 

SEQ ID N°3 

5'-CAGGCATGGAGTCAAAACCAGAGCCTGGAC-3' 
SEQ ID N'4 

5'.CACTGCCTTAATCAAAACCCAGCAG-3' 
Le site Pad modifi6 est en gras. 

U fragmert Xba1/No,1 ampl*., contenan. ,e g^ne en. 4070A. 

v/u . ^* Moti riP DSI-EF1a pour generer le plasmide pEFia- 

1a et SUM du Signal de pclyad*ny,a«on tardif du v,™s SV40. U casseSe 
portie par ce plasmide est reprSsertSe sur la Figure 2B. 

17 ro^«lpi^innf1iirl"iri^°P^''''''"°''* 

Le fragment Xma1/Xma1 de pM0V-3.Cla {don de T. Heidmann. 
CNRS URA 147) cortenan. le .suon .eg et une par^e du .stron po, u ™s 
MLV de souche Moloney est don^ dans le site Xmal de pSl-EFIa (vo,r 
paragraphe 1 .1 .) pour g^n^rer le plasmide pEFI a^P. 
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Un fragment EcoR1/BsrG1 contenant la partie 5' du cistron gag est 
smm par PGR en utilisant le plasmide pM0V-3AC.a comme matrice avec les 
oligonucleotides SEQ ID N'5 et SEQ ID N'6 decrits cWessous. 



SEQ ID W 5 



5..CCGGA/\7TCGCCGCCACCATGGGCCAGACTGTTACC-3' 

Le site EC0R1 est en italique. la sequence consensus Kozak 
d'initiation de la traduction est en gras. 
SEQ ID N'B 

5'-GGAGGCGGAGGCTTAGGGTG-3'. 

Le fragment EcoR1/BsrG1 amplifi^ est done dans les sites EcoR1 et 
BsrG1 de pEF1a-GP pour generer le plasmide pEF1a-GPaug. 

un fragment Xma1/Not1 contenant la partie 3' du cistron pol est 
ampl^.e par PGR en utilisant le plasmide pM0V-3ACIa comme matrice avec les 
oligonucleotides SEQ ID N«7 et SEQ ID N»8 decrits ci^essous. 

15 SEQ ID N°7 

5'-GTAGACGGCATCGCAGCTTG-3' 

SEQ ID N'8 

5-.AAAAAAAAGCGGCCGCTCATTAGGGGGCCTCGCGGG-3' 

Le site Not1 est en italique. les codons Stop sont en gras. 
20 Le fragment Xma1/Not1 amplifie est clone dans les sites Xma1 et 

Not1 de pEF1a-GPaug et g6n.re le plasmide pEF1a-GP. qui contient done le 
cistron gag-pol plac6 sous le contr^le du promoteur EF-1a et suivi du signal de 
polyad^nylation tard^ du virus SV40. La cassette GAG/POL port^e par ce 
plasmide est representee sur la Figure 2C. 
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1 1 rnmtnirtr" p'asm'de nClTKRpA 

Le fragment BstY1/Nar1 de pXL3022. contenant le g^ne tk d'HSV-1 et 
son leader, est Con. dans .es sites Bc,1 et C.al (sites — ^^^^^^^^^^^^ 
retroviral pLNCX [Miller and Rosman. 1989. Biotechmques 7. 980-9901 pour 

5 generer pLTK. 

Les fragments Sac1/Sacl et Sac1/Nhe1 de pLTK sont don6s dans les 
sites sad et Nhe1 du plasmide commercial pCi (Promega). contenant le 
promoteur/enhancer hCMV-lE (-733/-14). pour g6n6rer pCLTK. 

Un fragment Nhe1/Not1 contenant les 3/4 de la sequence U3 et la 

sequence R est amplif.6 par PCR en utilisant le plasmide pLNCX comme 
sequence k. h ^.^^ ^^^^^ 

matrice avec les oligonucteotides SEQ ID N y ei 
ci-dessous : 

SEQ ID N°9 

5'-GACCCCACCTGTAGGTTTGGC-3' 

15 SEQ ID N" 10 

5'.AAAAAAAAGCGGCC6CTGCAACTGCAAGAGGG-3' 

Le site Not1 est en italique. Le fragment Nhe1/Not1 amplifi. est clon6 
dans les sites Nhe1 et Not1 de pCLTK pour generer pCLTKR. 

un fragment Not1/BamH1 contenant le signal de polyad.nylation du 
,0 g.ne .g. (bovine growth hom^one) est amp... par PCR en utilisant le plasmide 
commercial pcDNA3 (Invitrogen) comme matrice avec les oligonucleofdes SEQ 
ID N°1 1 et SEQ ID N°12 d6crits ci-dessous. 

SEQ ID N'H 

5'.AAAAAAAAGC6GCC6CTAAATGGTAGAGCTCGCTG-3' 
25 Le site Not1 est indique en italique 



wo 99/60144 



25 



PCT/FR99/01184 



10 



15 



20 



SEQ ID N°12 

5'-CGCG6ArCCCCACCGCATCCCCAGC-3' 
Le site BamH1 est incliqu6 en italique. 

Le fragment Not1/BamH1 amplifie est clone dans les sites Not1 et 
BamH1 de pCLTKR et gen.re pCLTKRpA qui contient done le gene dans un 
:textedevecteu^^.t^ovi^al.Dans.eLTR5^,as.que^^^^^ 
,e promoteur/enhancer hCMV-.E. II est d.crit que ce LTR hybnde ( « 
es fonctionnel [Naviaux et a/.. 1996. J. Virol. Zfi: 5701-5705]. Dans e LTR 3 . 

U5 a .t. .i.ln.e et re.plaCe par le signal de Po'V^^^^ 
gl .g.. La structure de la cassette obtenue est representee sur la F.gure 2A. 

Exemple 2. Construction de deux plasmldes "navettes" portant 
dlff6rentes unites retrovlrales en vue de h tPrhnoioqie E co ji 

Get exemple d.crit la constmction de deux plasmides d^ "navettes" 
Cul seront utilises pour la construction de deux adenovirus ^^^^^ 
technologie E.coli (voir exemple 3). lis contiennent les cassettes d'express.on TK 
et Env (pAdCLTKEE). et Gag-Pol (pAdEGP). (Figure 3) 

. 1 .....„..tinn rin nh^'-^- »^AdEGP_(Figure 3) 

Le fragment Fspl/Fspl de pEF1a-GP.. contenant le cistron gag-po/ 
sous le contraie du promoteur EF-la (voir paragraphe 1.2.). est Con. dans e 
site EcoRV dephosphoryie de pXL3048 (plasmide porteur des genes de 
selection Kana et SacB pour g^n^rer le plasmide pAdEGP qui cont.ent a.ns le 
sequences 1-382 et 3446-4296 de radenovirus de type 5 respectivement en 5 
3' de la cassette d'expresslon Gag-Pol. 

2.2. r.nctn..t.on du nh<-mi ne "navpttp" pAdCLTKEE (Figure 4) 
Le fragment Bgl2/BamH1 de pCLTKRpA contenant la cassette TK 
dans un contexte retroviral (voir paragraphe 1.3.) est clone dans le sfte BamHI 
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PXU048 (plasmtde porteur des genes de s«ecUon Kana e. Sac6; RPR- 
Qenoell) pour g^nSter le plasmlde pAdCLTK. 

Le fragment Avr2/Ear1 (traits Klenow) de pEFIa-Env contenart la 
casse^e d'axpre-ion Env (voir paragraphs 1.1.) es. don. dans ,e s*e Sail 
ZZ par la p.osp.a.se alcallne p.s Klenow, de P-C^^ - 
plasmide pAdCLTKEE qui contient ainsi les sequences 1-382 et 344M296 de 
aZJade.ype5^pec,.en,en.e„a.e.3.de,aoassened.^^^^^^^ 

Env. U cassette d'expression Env4070A, iocalisee en 3 de la cassette 
d'expression TK, est transcrite dans le sens oppose. 

Example 3. Construction de 2 vectturs adfenovlraux 
recomblna-rt. E1-K3-/E4- portanl difWrenles unites r«rovlnil«. 

Cet example d^-it la constnicUon de deux vecteurs ad^novlraux 
recorr^inants E1-/E3-/E4- oontenant respect.ement les 
TK*w (AdTK/ENV) e, Gag-P^ (AdGAG/POL) par la technotog^e da douWe 
15 recombinaison dans E coli 

La techn«logie E coli pemiet la consm.ction d'un genome adeno>«ral 
^oomblnant intectieux . pa-«r .u„ genome d'ad.novin.s 5 modiM e, dun 
plasn-de -navet^" (contenant ,a casse«e . int^rer dans ,e 9-0- a^e-^ 
,„ apr^s deux recomblna^ns ho«*gues success^es dans une souche mu^nte 
pLa d'E CO.. U technique ut«^ a ^ largement dWe par Crou.e. a, a,. 
(1997, Prtjc. Natl. Acad. Sci. USA 34: 1414-14191. 

32. -n- T'-"- ^""'"'M"""'^ AnGAQTOi a 

AdTK/ENV 

Le genome adenoviral de type 5. utilise pour la tachnolosie E coli. e^ 
con. dans le plasm^e pXL2811 (C^uzet e. al. p^). Ce g*nom., ,oc-»e 
dansunf,agmantPao1,pr.sen,adesd«ionsd3n,la,«gionE1 (.E1:del««n 
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Hiof1-Bgl2 382-3328), E3 (^3: d«*n Xbal 28592-30470, e, E4 (AE4: 
da«tionSsp1-Sma1 33423-35356). 

Le genome adenoviral recombinant AdGAGff'OL est oonstruit aprte 
reoombinalsons homologues dans E cCi ent. ie piasm^e -navene" pAdEGP 
(voir parag-apbe 2.1.) et pXU2811. La cassette d'expresson Gag-Pol est 
localis^e dans la deletion E1 . 

Le genome adenoviral rBcombinant AdTK/ENV est constniR apr^s 

,4 one F CO// entre le plasmide "navette" 
recombinaisons homologues dans E. coii enire i p 

9 <? \ Pt DXL2811 La cassette d'expression TK- 
pAdCLTKEE (voir paragraphe 2.2.) et pAL/oi 

Env est localisee dans la delation E1 . 

Les 2 preparations d'ADNs recombinants sont analysees par 
digestions enzymatiques puis .lect«,phorese sur gel d'agarose 0.7%. El.es sont 
egalement sequencees (sites de clonages. sequences amplifiees par PCR^..). Le 
choix des enzymes de restric«on pen.et d'^tudier en particulier hn^grrte des 
trois cassettes d'expression TK. Env et Gag-Pol dans leur contexte adenoviral. 

Le nombre de bandes obtenues. la taille de ces bandes et les regions 
sequencees correspondent totalement aux profils attendus. Auo^ne d.,6tion ni 
.edification ne sont observ^es dans les 2 genomes. Ces r^-'^ats 'n 'q^^^^ 
d-une part que les 2 genomes adenoviraux construits sont corrects et d autre part 
0 que les sequences retrovirales int^gr^es, dont les LTRs modifiees. ne generent 
pas de recombinaisons internes lors de la construction dans E. coli assurant a.ns. 
la stabilite genetique de I'ADN adenoviral. 

Example 4. Production et caracterlsation des 2 prestocks viraux 
AdGAG/POL et AdTK/ENV 
25 Cet exemple decrit la production, la caracterlsation et la titration des 

deux adenovirus recombinants AdTK/ENV et AdGAG/POL. 

^ 1 o..H...tinn riP. ad A»^win.c AHTK/ENV et AdGAQ/POL 
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Les ADNs AdTK/ENV et AdGAG/POL (20 MQ) sent digerts par Pad. 
a,n de »b.rer ,e fagmen. Pad contenan. sthctemen. ,e g.noma ad.nov,«l 
^oo^blnan,. puis son. ^ par de ,ma„o,. C.acun des deux ADN 
t^nsfec^ avec de la UpofecW-INE (GIbcoBRt). selon les ,nd,ca..ns d 

, fou^lsseur. d lign^ cellulaire 293 <----f — ! Z 0 

p™.«nes ad^no^rales E1 e. E4 [cellules IGRP2; Yeh e. a/.. 1996, J. Virol. ffi. 

559-565]. 

Les cellules son. maimenues en cul«.re jusqu'a I'appartion tfun elte. 
oytopa^^lgue (cellules d^coll^s). A ceUe da.e, le su^agean. es. pr^lev. PJ^ 

0 .Tngel^/d 3 .ols avan. d'iUe u«ls. pour Infeder de nouvelles c^^ 

IGRP2. /.nsl. .s deux ad.novln,s ^mblnanls son. ampllfles -c^— 
an plaque de culture 12 putts (ampll. 1), plaque de cuLure 6 pul.s (ampl,. 2) 
bol.es de cultare de 10 cm de dlan*ue (ampli. 3 e. 4). Pou. chacun es v^s I 
pr^ock final d'envlron 160 ml es. praev* sur 35 boi.es de 10 cm (ampi,. 4). II 

,5 es. ^alement congel^/dScongel* 3 fois puis conserve S -20'C. 




4.2. 
A;IRAGffOL 

I, s'agit de verifier IW4grl.6 des genomes adSnoviraux AdTKSNV e. 
AdGAG/POL apres ramplificaUon des vims en culhjre de cellules. 

Un aliquot (2 ml) de chacun des deux pr^stocks es. ulilise pour purifier 
■ ,.ADN viral selon la m«hode de Gluzman and Van Doren (1983, J. Virol. ^: 91- 
103) L'ADN purlfiS est analyst par digesSons enzymatlques puis «ecttophorese 
sur gel d'agarose 0,7%. Le choix des enzymes de restricUon pem^ d'^Urdrer en 
par^culler IWgnle des trols cassettes d'ex^sslon TK, Env et Gag-Pol dans 
25 leur contexte adenoviral. 

Le nombre de bandes obtenues et la taille de ces bandes 
conesponden. totalemen. aux profits atterdus. Aucune da^Uon n'est observes 
dans les 2 genomes. Ces risultats Indlquen. que les s^uences r^Uovrrales 



PCT/FR99/0U84 

WO 99/60144 29 

integr^es dans les deux genomes adeooviraux n'alttrent pas la sabillte 
g§n6tique de ces genomes. 

Les deux pr^stocks vlraux oWenus ont tWs selon deux m^hodes: 
(I) immunc-«ratlon avec un anticorps monodonal anti^penton et (ii) H,gh. 
Pressure Liquid Chomatography ou HPLC (F. Blanche, RPR-Gencell ), afn 
d'estimer en particulier la productivite de chacun des virus , 

Pour rimmuno-titratlon. des cellules 1GRP2 cuitiv^es en plaque de 6 
pults soot infect6es avec des dButtons du p^stodc viral. Quarante hull heures 
. apr^s rinfecaon, les cellules sent flx6es avec du methanol 90% puis incuWes 1 
heure en prfeence de PBS/5% SBF (sSrum bovin foetal) pour saturation. Les 
cellules sort ensute Incubees avec un anticorps noonodonal anU^«nton 
(Biodesign International) diW au 1/100, lav^ puis nnarqu^es avec un anfcorps 
ii^, a la peroxydase dilu* au 1/500 (Amersham). Les ceUules marquees sont 
,5 revelSes en presence de 3.3'-Dian«nobenzidlne (DAB)frl202. 

Le nomlTO de particules infectleuses (PI) */alu6 par immuno4itration 
est de 5 8 X 108 pm pour AdTOENV et de 3.3 x 108 Pi/ml pour AdGAG/POL. 
U nombre de particules viraies (PV) d«ennin6 par HPLC est de 1.9 x idO 
PV/ml pour /VdTK/ENV et de 1.3 x 1010 PV/ml pour AdGAG/POL. Le rapport 
20 PV/Plestde33(AdTKENV)etde39(AdGAGff'OL). 

Les litres viraux obtenus d&rontrert que les deux prfetocks 
AdGAG/POL et AdTK/ENV ont une bonne productWi. Celle^ci est comparable 4 
la productivite d'autres adenovirus recombinants dSfectlfs pour El et E4. Ces 
donn^es impliquent, en particulier. que la presence de sequences ritrovirales et 
de leurs fonctions nWerferent pas avec les sequences adinovlrales et leurs 
fonctions dans la productivity des vims. 
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Exempl. 5. Foncaonnalite des Mssettes d'expression r4tr<wlr.l.s 
prtsentes dans le. adinovirus AdTK/ENV el AdGAG/POL 
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Cet exemple dtolt rstude de la fonctionnallte de la cassette 
.expression TK p^sente dans Tad— AdTK/ENV et de ,a cassette 
.express^n Gag-Pol pr^nta dans AdGAG/POL. U foncUonnal^e de 
oasLtte d^expresslcn Env sera testae par rinterm^laire de ,a trt«*cn des 
c^trovlms recombinants produits (voir paragraphe 6.4.). 

La fonctionnalte de la cassette d'expresslon est analysSe de 3 
man^^s: (i) quantificaUon des ARNs IK*. («) mise en evidence de la prot^lne 
TK dans le lysat cellulaire et W marquage fluonm«nque des cellules expnmant 
,a prot^ne TK. Des cellules ^feC^es avec AdGAGTOL et un ad.nov,nis 
reoomblnan, expnman, le g»ne * cons.iU»n., respecUvement un t.,«>,n negat* 
i etunt4itiolnpositif pour chacun des essais. 

Quarante hult heures aprts I'infecSon de cellules W162 (ceBules 
d^iv^es de cellules Vero, .sues du rein de singe vert, avec AdTK/ENV ,™i 10 
S 837 PI) les ARNS totaux sort extrate avec le kit RNeasy (Qiagen) selon les 
indications du foumisseur. Les ARNs (15 pfl) son, d.pos^s sur une membra™ 
,0 nylon puis hybndfe avec une sonde TK radioactive selon les protocoles decnts 
I Man Jt. a, a,. TMolecular Cloning, a Uaborato^ Manual-, Cold Spnn, 
Ha,t»r Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982). Cette analyse pennet de 
quantifier specifiquement les ARNs TK+. 

Des cellules W162 infect6es avec AdTK/ENV sont recoltees 48 heures 
25 p.i. puis lys^es afin de reveler par test ELISA la presence de la proteme TK. 

Des cellules W162 infectees avec AdTK/ENV (moi 50 a 200 PI) sont 
recoltees 48 heures pi fixees 30 min avec du formaldehyde 4% puis Iys6es 10 
mm avec du triton 0.2o/o. Les cellules sont ensuite incub^es avec un antcorps 
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Ler^locK 1X, Btogenex) puis ..arpuias avac u„ ~ '^^ 
coup.. HTC d«u. au 1/250 (JacKson i^munoRasea^h ^boratonas). 
cellulas marquSas sort analyst pa' cytomStfe da to (FACS). 

Las r^sutats indiquant qua das ARNs TK* son. Wnscrts. U quan« 
da ces ARNS TK* .ranscrts as. propor«onnalla a .a moi da rinfeoHon ad^novir^a 
A^^NV. U pro^ina TK as. d«ac.^ dans ,a lysa. da calMas InfaCeas a. 70 
, 90 % das callulas mfaC^as (saton ,a ™i) son. marques posiUveman.. 

fansambla da cas donn.es indiquan, dairamant qua la cassatta 
d'axprasston TK as. fon*nn* Un. sur ,a plan .anscnp^nn^ qua 
traductionnel. 

. . i-npr.i-rrnill'f' 0' 'I'^'T^^"*^ ^^'^ 

La fon*nnalM da la cassette d'axprassion as. .U,di.a an 

^narohan. ,a p^sance da rac«. '^'^'-"^■^^Z^T. 
; po, dans le sumagean. da callulas W162 lnfec«as avac AdGAGWJU Dans a 
Lagaan. da ranzyn« ^a,sa.Uanscdp.asa ,RT) as. ^^^^^ 
pa Ja r..™v.a,a don. las cons^uan. son* cod.s par la c-st^n ja^ U 

el.. 1988. Vira-ogy m ^OOA^]) consUtaent raspacUvamant, un .*mo,n negatf 
et un .6moln posiUf pour I'essai. 

un aliquo. (30 mD de sumagaan. da ca«ulas W162 infacteas avac 
„ AdGAG/POL ,mci 10 . 500 PI) as. p>«av.48. 72 a. 96 haures pi. ^ u^^ a^ 
un .as. ravarse^nscnprasa (.as. RT) seton le p«>.oco.a dacn. par Gof. a. a,. 
[1981. J. Virol. 38-. 239-248]. 
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Le test RT r6vele la presence d'une activite reverse-transcriptase. 
done de particules retrovirales. dans le sumageant de cellules Infectees par 
AdGAG/POL La production de particules retrovirales est maximale pour une mo. 
d'environ 200 PI (resultats de 2 essais ind6pendants). 

Ces donnees indiquent clairement que la cassette d'expression Gag- 
Pol estfonctionnelle. 



Example 6. Production de particules r6trovirales recombinantes 
/„ Wtro apr^s co-lnfectlon ad6novlrale AdTKmNV^dGAG/POL 

, Get exemple d6crit rutilisation de cellules infectees simultan6ment (co- 

infection) avec AdTK/ENV et AdGAG/POL pour la production de particules 
retrovirales recombinantes Infectieuses /n wfro. Le schema general de production 
des particules virales est presents sur la Figure 5. 

. . r^infortinn ad^nnTinlr ^^TV./PMX/.Adr,AG/POL 

. II s'agit de comparer I'activite reverse-transcriptase. c'est ^ dire la 

productivite virale. de sumageants de cellules W162 co-infect^es avec 
AdGAG/POL et AdTK/ENV (moi 5/5 PI) et de cellules W162 infectees avec 
AdGAG/POL seui (moi 5 PI). Des sumageants de cellules W162 infectees avec 
AdTK/ENV et de cellules GP*en.AM12 constituent, respectivement. un temoin 
20 negatif et un temoin positif pour I'essai. 

Un aliquot (30 pl) de chaque sumageant est prelev6 48. 72 et 96 
heures post-infection puis utilise pour un test RT. 

Aucune difference de productivite n'est observes au cours du temps 
entre les cellules co-infectees et les cellules infectees avec AdGAG/POL seul 
25 demontrant qu'il n'y a aucune interference entre les fonctions retrovirales Gag- 
Pol et Env d'une part, et entre les fonctions adenovirales et retrovirales d autre 
part. 
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P o rinoti q..P riP nrodM ^tinn rtPfi narticiiles retroviralQS 

II s'agit d'§tudier la cinetique de production de particules retrovirales 
apres co-infection de cellules W162 avec AdTK/ENV et AdGAG/POL 
(moi 5/5 Pi). 

Un aliquot (30 pi) de sumageant est preleve regulierement pendant 15 
jours post-infection puis utilise pour un test RT. Le milieu de culture est change 
24 heures avant chaque pr616vement. Les cellules infectees sont maintenues en 
culture pendant 15 jours sans passages. 

Les r6sultats obtenus sont presentes sur la Figure 6. lis montrent que 
la production de particules retrovirales augmente tres rapidement entre 0 et 4 
jours puis diminue progressivement entre 5 et 15 jours. Pendant les 7 premiers 
jours, le taux de production virale se situe entre 50 et m%. Uapparition de 
plusieurs couches cellulaires apres 1 semaine de culture peut amener ^ sous 
estimer la productMt6 virale: les virus transmis de cellules ^ cellules par fusion 
membranaire. sans etre relargu^s dans le sumageant, ne sont pas d6tectes lors 
du test RT. 

La Figure 7 et le Tableau 1 montrent la production de particules 
retrovirales dans les cellules W162. en fonction de la MOI de Tinfection avec les 
adenovims Ad TK/ENV et Ad GAG/POL. Comme indique dans le Tableau 1. les 
cellules W162 co-infect6es pr6sentent une activity grossierement proportionnelle 
aux MOI utilisees. jusqu'S 200 Pl/cellule. A des MOI superieures (300 et 350 
Pl/cellule). 11 n'y a pas d'augmentation suppl6mentaire de I'activite RT. La MOI de 
200 semble done optimale pour la production de particules retrovirales. A cet 
egard. les resultats presentes montrent que l'activit6 RT mesur6e dans le 
systeme de I'invention est jusqu"^. 30 fois superieure ^ celle mesur6e dans les 
mimes conditions dans le sumageant des cellules d'encapsidatlon GP * 
envAm12. ce qui confimie les propri6t6s avantageuses de la pr6sente invention 
pour la production de particules retrovirales (Tableau 1). De plus. I'activit6 RT 
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„ev.e .esu^ P-is.e au-a.. dVne serine dans les ».i"les 
en comparaison das procMures de Cart amSnaur dans lesquelles lactate RT 
48 . as .au^s (Vi. et a,.. Br. Med. B.,. 5, (1995) 12), .ootran. 
encore les oapacltes avantageuses da la prSsantt invention. 
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II s'agit de detecter et de quantiser les ARNs TK* encapsidte dans las 
pa^cules virales produces ap^s a^nfaCion da cailuies W162 avec 
AdGAG/POL et AdTKENV H differentes moi. 

Les sumageants de cutture sont pr«ev*s 72 heu-as aprts I'infectbn 
p.te I'ARN est ex^it des pa,.culas r^trovirales salon la tachnique dacnte par 
Irdocn e, a,. ,1997, Gene Tl«r, 7^-749,. Us ARNs sont d^poses^r una 
membrane nylon pu. hybrld^s avec une sonde TK 
p^tocoles d.c«s par Mania.. T. a, a,. PMo^lar C.n.g. a « 
Manual-, Cold Sprtng Harbor Laborato^, Cold Spring Harbor. N.Y., 1962). 

Las rteultats obtenus sont prasentis sur la Figure 8 et demontrent la 
presence d'ARNs TK* dans las particulas vWas produites. La quan«t. d'ARNs 
TK* encapsid^s ast pnpportionnelle S la moi de la co-infection ad^novrale. 

La presence d'ARN TK* dans les particulas r«rovirales signifie que le 
..oanls^e d'encapsidation est .oncf^nne, et qua les pa,«culas ..^^^nt 
susceptibles de transmettra le genome recombinant dans les cellules mfacties. 

^ , jf^,^ ^ n»,ticui€ - r^irn-ii-il-r -r-r^""^ mtet 

,1 s'aglt d'estimer la quantlta de particulas rilrovirales infecBeusas 
produKes ap.^ co-infection de cellulas W162 avec AdGAG/POL at AdTK^NV. 

Le sumageant des cellulas co-lnfecties est pr^lev* 48 heures apr^s 
, rinfection. Des dilutions du sumageant sont d*pos.es sur des c^lu^s N«3^ 
(flb^blastes pr«ev.s dans la queue de sourls NIH). La nombre de ceUules 
N1H3T3 TK* ast d«ennin* par cytomatna de flux (FACS) 48 hauras post- 



10 



PCT/FR99/01184 

WO 99/60144 

infecaon. Les cellules sont .*coMes e. flxees 30 min avec du fon^aldehyde 4% 
puis lystes 10 min avec du ttton 0,2%. Les cellules sort incub^es avec un 
anticorps IgG lapln antl-TK (pAbTK41) dilu^ au 1/250. laveas (tampon Pov«r. 
Block 1X, Biogenex) puis marquees avec un anticorps anti-lgG lapin couple 
biotine dW au 1/250 (Sig.™). Apris lavage, les cellules sont Incubees 1 heure 
avec de la streptavidlne-FITC dUufe au 1/SOO (Amersham) puis analyst par 
cytometrie de flux. 

Le titre retroviral moyen sur NIH3T3 est de 1.3 x 105 U.l.(unrte 
infectieuseyml. Ce r^surtat indique ainsi que les retrovirus recombinants produrts 
sont fonctionnels c'est S dire infectleux et capables de transmettre la cassette 
d-expression TK S des cellules cibles. Le titre viral calculi demontre une 
productivrte de particules r6trovirales infectieuses 6quivalente aux lign^es 
cellulaires d'encapsidation actuellement disponibles. 

Example 7. Presence et expression long-tenne du transgene tk 

15 in vitro: 

Cat example a pour but de demontrer la presence et I'expression de la 
cassette r6trovirale TK dans das cultures a long-terme da cellules co-infectees 
avec AdTK/ENV et AdGAG/POL. Des cellules non infacteas et des cellules 
infectees par AdTK/ENV constituent des temoins. Deux types cellulaires ont ete 
20 infectes: W1 62 et N1H3T3. 

7 1 proc^nrp d-unp '^----^'^ r6trovimle TK intAqr6e dans le 
dp infPf^tiafis in vitro 

II s'agit de tester la presence de la cassette retrovirale TK dans le 
genome de cellules mises en culture apres co-infection avec AdTK/ENV et 
25 AdGAG/POL. Rappelons que le ciston gag-pol code notamment pour les 
protelnas ravarsa-transcriptase (RT) et integrase (IN) necessaires pour la 
reversa-transcription puis rintegration du g6nome retroviral dans les cellules 
infectees. 
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L'ADN genomique des cellules en culture est extrait (NIH3T3: J17 et 
J59 p i • W162- J52 et J94 p.i.) puis purife avec le "QIAamp tissue kit" (Qiagen) 
selon les indications du foumisseur. L'ADN (2 pg) est utilise comme matrice dans 
une reaction de PGR avec roligonucl^otide SEQ ID N^IS correspondent a la 
sequence complementaire de rextr6mit6 5' de la region U3 et I'oligonucleotide 
SEQ ID N'14 correspondant a la sequence complementaire de Textremrte 3' du 
g6ne Ik d6crits ci-dessous. 

SEQ ID N°13 

5'.GCTAGCTTAAGTAACGCCATTTTGC-3' 
SEQ ID N'U 

5'.GCGCCAGGTCGCATATCGTCGG-3' 

Ces oligonucleotides ont 6t6 choisis pour amplifier un fragment de 
2610 nt qui peut etre coup6 (srte EcoRI ) an deux fragments de 1444 nt et 1166 
nt (voir Figure 9). Ce fragment est visualise par electrophorese sur gel tf agarose 
0.7%. 

Pourtoutes les dates test6es. un fragment PGR ayant le profil attendu 
(taille . digestion EcoRI) est present dans les cultures de cellules NIH3T3 et 
W162 co-infectees avec AdTK/ENV et AdGAG/POL II a 6t6 v6rifi6 que ce 
fragment s'hybride specifiquement avec une sonde complementaire du gene t/c 
1 (analyse par Southem-blot). Notons que dans notre essai. le signal est plus 
important dans les cellules NIH3T3. Aucun fragment n'est d6tect6 dans les 
cultures de cellules non-infect6es ou infectees seulement avec AdTK/ENV. 

Ces donnees d6montrent que la cassette r^trovirale TK a §t6 
transmise Wa les retrovirus recombinants produits S des cellules cultivies en 
presence de cellules co-infect6es avec AdTK/ENV et AdGAG/POL Les dates 
tardives retenues pour les tests et I'absence de signaux dans les cultures 
temoins pemiettent d'affimier que la cassette TK est int6gr6e dans le genome 
des cellules. D'autre part, la presence de la sequence U3 en 5'. caract6ris6e par 



PCT/FR99/0U84 

WO 99/60144 ^' 

la possibllite d'amplifier le fragment PCR, signifia que le processus de reverse- 
transcription est complet. 

La co-infection de cellules avec les vecteurs chimeriques ad6no- 
retroviraux AdTK/ENV et Ad GAG/POL permet done, contrairement S PinfecUon 
5 avec AdTK/ENV seul, Tint^gration de la cassette d'expression TK. 6tape requ.se 
pour une expression a long temie de la prot^ine. 

Ces resultats ont 6te confirm6s en utillsant le couple 
d-oligonucleotides SEQ ID NO: 15 S'-GCTCGTCCGGGArnGGAGACCC-S" 
(Sequence cor^plementaire de rextr^mit6 5' de la sequence d'encapsidation) et 
10 SEQ 14 (Figure 10). 
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J . . ytntovidt6 d.. nr^nnrrlovir (GCV) s.ir des pellules . 

infert^as en culture 

II s'agit de tester la presence d'une prot6ine TK fonctionnelle dans des 
cellules mises en culture apres co-infection avec AdTK/ENV et AdGAG/POL 
Pour cela. les cellules sont incub^es en presence de gancyclovir (GCV). 
Rappelons que la thymidine kinase d'HSV-1 transforme les analogues de 
nucleosides, comme le gancyclovir ou Tacyclovir. en molecules toxiques pour la 
division cellulaire car celles-ci inhibent la synthase d'ADN. 

Les cellules NIH3T3 (J31 p.i.) et W162 (J69 p.i.) sont incub6es en 
presence de gancyclovir (Roche) dans une gamme de concentrations adapt6es 
(NIH3T3: 0.1. 1. 5 et 10 pM; W162: 1. 5. 10 et 100 pM) pendant 3 S 5 jours. Le 
nombre de cellules vivantes est detem^ine avec le kit "CellTter AQueous One 
solution Cell Proliferation assay" (Promega) selon les indications du foumisseur. 

Les resultats obtenus sont pr6sent6s sur la Figure 11. Une sensibiiite 
au gancyclovir des cellules est obsen/6e dans les cultures co-lnfect6es avec 
AdTK/ENV et AdGAG/POL. En moyenne. 40% (NIH3T3) a 18% (W162) des 
cellules sont sensibles au GCV. Cette difference de sensibiiite entre les deux 
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types cellulai-es peu. oorra^e avec la ,uan«. de f^^^^"' 

par PCR, l^rtante dans ,e cas tes cellules NIH3T3 vo 

paragraphe 7^.)- Notons que le nombre de cellutes sensibles au ganoyclow 

peu, Stre augment par feffe. bysunder pick, J. e, a/., 1995, Proc. Nal Acad, 
i Sol. USA. 22:11071-110751, 

Ces donnSes d^montrent que la cassette r^trovlrale TK IntSgr^e dans 

le g^non-e des cellules, mises en o-lture apres co-lnfec^on avec AdTK/ENV e. 

AdGAG/POL, code pour une prot^he TK fonctionnelle. U cc-infect,on de 

oellules avec les vecteurs chWriques ad4no-.*troviraux AdTK/ENV e, Ad 
0 GAG/POL petmet done une expression 4 plus long-terme de la pmtSine TK que 

rwection de cellules avec radSnovlius AdTK/ENV seul. 

p^^ffU ^ « ; Aiii |T'|11t««°" "i" tranwiftn^ In YlYg 
I •efficacite des compositions de Hnvention pour la production de 
retrovirus et le iransfert d'acides nucl«ques a «t« confimtSe in vivo, dans des 

15 cellules tumorales. 

Pour cela, les cellules de la Iign6e de carclnome d'origlne humaine 
NCI-H460 ont et6 co-infectees in Vrtro avec les adenovirus Ad TK/ENV et Ad 
GAG/POL (MOl de 100 Pl/Cellule pour chaque vims), ou avec l'ad6nov.rus Ad 
TK/ENV seul (MOl de 100 Pl/cellule). Une analyse par cytometrie de flux a 

20 montre que ces conditions d'Infection conduisent ^ environ 25% de cellules TK- 
positives. 20 heures apres I'infection. 5 x 10« cellules ont 6t6 implantees par vo.e 
sous-cutan6e dans le flanc de souris nude athymiques (n = 4) ag6es de 4 & 6 
semaines. Les animaux ont 6t6 sacrif,6s 23 jours apr^s I'injection et les tumours 
ont 6t6 recoltees et analysees pour la presence et la persistence du transgene. 
25 En tant que contrfile. des cellules non infect6es ont 6galement 6t6 implantees (n 
= 2). 

La presence (et ramplification) du transgdne ont 6te d6montrees par 
analyse par PCR PSIATK des tumours. Pour cela. I'ADN total a 6t6 purif.6 ^ partir 
de 50 mg de tumeur au moyen du kit QIAamp blood (Qiagen). La PCR a 6t6 
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,,a.,s^ sur 2 m d'ADN UMi en « Wgonud^Ude TK (SEQ ID N0:14) « 

I'oligonucleotide P^' 

5.^CTCGTCCGeGATTTGGAGACCW (SEQ ID NO: 16) "mtne amoroes^ 

un hagmen, de 2041 pb . pa* du proves TK de I'ADN de Ad 
TOENV 35 d'ampfflcation on «4 effe<*u*s ^ une temperature 

d*namran.e de 95-C pendant 45 secondes. une temperature d'annealing de 
65-C pendant 45 se«ndes . e. ur« temperature d'eior,ga«on de 72-C pen^nt 4 
Minutes et 30 secondes. Comma contrOle, une PGR a ^ r^allsee sur clique 
eohanfflon d'ADN on utllisant le jeu human p^n Control Araplimer (Oontech). 
Les produits PCR ont ete visualises sur gel d'agarose 1% par coloration au 
bromure d'ethldium. 

Les resultats obtenus sont presents sur la figure 12A. et montrent 
que les tumours qui se dev*.ppent apres oHnfection a»ec les ad6novims Ad 
TK/ENV e. Ad GAG/POL (tumeura G. H, 1 et J) ooatlennent un nombre plus eleve 
de copies du g^nes TK que oe«es ayant re^ seulement Ad TK^NV (tumeurs C, 
D, E et F), ou n'ayant re9u aucun vinjs (tumeurs A et B). 

L'amplllioation du nombre de copies du transgSne a ete confim.ee par 
analyse quantitative Slot-Blot, Pour c^a. 1 pi de cheque produK d'amplfficatlon 
PCR PSim< et PCR p-Actln a ete chaufie dans 0.4 M NaOH 2.2 mM EDTA e 
> 95X pendant 2 minutes, et transfer* sur membrane de nylon hybond-N. 
(Amer^ham Life Sciences). L'ADN a ete fixe et les membranes prehybndees 2 
heures e 65-C dans 0.25 M NaH,P04^.26 M Na,HP04 - 7% SDS. suivi dune 
hybridation pendant la nuit dans les memos conditions. Les membrane sent 
ensuite lavees 2 fois a 65-C. 2 x SSC. 0.1% SDS. 5 minutes ; 2 fbis k 66 C. 2 x 
,5 SSC. 0.1% SDS. 15 minutes, et 2 fois J. 65-C. 0.1 x SSC. 0.1% SDS. 30 
minutes. La sonde utilisee correspond au gene HSV-1 TK. marquee de maniere 
aiealoire au (a - »P) dCTP. Les membranes ont ete anaiysees avec un 
phosphortmager Fujix Bas 1000 (Fuii Photo Film Co.). Les resultats obtenus ^ 
presemes sur la figure 12B. et montrent une augmentattan d'un facteur 10 a 50 
» du nombre de cellules tumorales contenant te gene TK. en compara«on des 
tumeurs infectees par Ad TK/ENV seuL 
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L'lnt6gration du gene TK dans les cellules tumorales co-infectees a 
6t6 confirmee par analyse PCR (figure 13. Ilnges G-J). alors que le provirus TK 
n-a pu etre d6tect6 dans les cellules infectees par Ad TK/ENV seul (Figure 13. 
lignes 1A-F). 

Ces resultats montrent done (i) I'efficacite de Hnventlon in vivo (ii) 
ramplification du transgene au moyen du systeme de Tinvention et (iii) 
l-integration du transgene dans le chromosome des cellules cibles in v^o. 
L'ensemble de ces r6sultats illustre les proprietes avantageuses de la presente 
invention pour le transfer! d'acides nucl6iques dans les cellules et la production 
de particules retrovirales infedieuses. 
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SURNA6EANT DES CELLULES 



MOI 



ActiviteRT 



Non-infect^ 
GP+envAinl2 
AdTK/ENV 
AdGAG/POL 
AdGAG/POL+AdTK/ENV 
AdGAGA>OL+AdTK/ENV 
AdGAG«»OL+AdTK/ENV 
AdGAGrt'OL+AdTK/ENV 
AdGAG/POL+AdTK/ENV 
AdGAGA>OL+AdTK/ENV 



200 
200 
KtflO 
50/50 
lOO/KX) 
200/200 
300/300 
500/500 



4.9x10^ 
1 

l.7xlOS 

l'9xl0* 

6.4x10* 

1.4x1^* 

1.7x105 

1.7x105 

1.5x105 
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ppvcMHICATIONS 

, Compcmon comprenan, rensembl. des «*menU genetiques 
n^ssalres a la con*rtion d'une particle r«rovlrale. inoo,po^^ dans un ou 
Z^Z^ — ^ °" ^' 

5 E4 au moins. 

2 Composifcn selon la revendicatlon 1. caract^H^ en « que les 
^ g^n^ques con,p.nnen. on veCeur ^.rovl.l e. ,as addes „u.e^os 
codant pour les fonctlona de compl4me«ation rSttovirales. 

3. composition sCon la revendicatlon 2, caract*rie4e en ce que les 
10 a«mentsgAn4Uquescomprennent; 

. un acide nucl«que codant pour une prot^ina r^trovlrale gag, 
. un adde nud^lque codant pour une pnJtiine r^trovirale pol, 
- un adde nudSlque codant pour une protSine d'enveloppe, et 
. un adde nud«que comprenant, entre deux r^ions UTR, une e^uence 
,5 d'encapsldatlon rStrovirale et une sequence nud41que dWeret, 

4 Conposltion selon rune des revendications 1 a 3, ca-act4ns4e en 
ce que lesdlts a^ments g.n«iques sont in^rpor^s dans un mime adeno^ms 
recombinant. 

5 composition selon IMne des revendications 1 3, ca.aot4rls«e en 
» ce que lesdits ^iments sont r*par«s dans deux adinov,n,s 

recombinants. 

6. composition selon la revendicatlon 5. carad^s^e en ce qu'elle 

comprend : 

. un premier ad*novin.s mcombinant comprenant. Incorpor* dans »n 
« genome, un ou plusieurs addes nudiiques codant pour tes prot^nes r^troviralas 
gag et pol, et 
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. un deuxiSme ad6novi™s reoombinant oomprenanl incoqwres dans son 
genome, un adda nud^ique codant pour una protelne d'enveloppa. et un ao«le 
„ud«que comprenant, entre deux regions LTR. una sequence d'encapsKiaton 
i«tn>virale et una s^uence nudSque dInterSt. 

7 composition salon I'une des ravendications 1 i 3, caradSris^ en 
« que lesdils a^ments g*nStiques sort ,*partis dans t«>is ad4no»i«s 
recombinants. 

8 Composition selon I'une des revendications 3 k 7. caract6ris6e en 
ce que les proteines gag et pol sont des protiines de retrovirus choisis parm. 

10 MoMLV.ALV.BLV.MMTV.etRSV. 

9 Composition selon I'une des revendications 3 & 7. caracterisee en 
ce que la prot6ine d'enveloppe est une prot6ine virale ou cellulaire pem^ettant 
aux particules r6trovirales d'infecter les cellules humaines. 

10 Composition selon la revendication 9. caract6ris6e en ce que la 
15 prot6ine d'enveloppe est une prot^ine d'enveloppe d'un vims GALV. A4070. 

RD1 14. VSV-G ou de la rage. 

1 1 Composition selon I'une des revendications 3 a 7. caract6ris6e en 
ce que la ou les regions LTR sont des regions LTR r6trovirales completes ou des 
sous-domaines permettant de reconstituer des LTRs complets apres activity 

20 reverse transcriptase. 

12 Composition selon la revendication 11. caract6ris6e en ce que le 
LTR 5' est d6poun.u du domaine U3 et le LTR 3' est depourvu du domaine U5. 

13 Composition selon la revendication 1 ou 2 caract6ris6e en ce que 
les Elements g6netlques pemiettent la constitution d'une particule de lentivirus. 

25 14 Composition selon I'une quelconque des revendications 

pr6c6dentes. caract6ris6 en ce que le ou les adenovirus recombinants sont 
d6fectifs pour tout ou partie des regions El , E4 et E3. 
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15 Composition selon rune queloonque des revendioatlons 1 ^ 13. 
camct^ns. en ce que ie ou les adSno^ms ^combinante son. d«ec«s pour .out 
OU partie des regions E1 . E4 et E2. 

16 composition selon I'une quelconque des revendications 1 & 13. 
5 caract^ris^ en ce que Ie ou les adenovims recombinants sont d^fectfe pour tout 

ou partie des regions El, E4 et E2 et E3. 

17 composition selon I'une quelconque des revendications 14 4 16, 
caract^ris^ en ce que Ie ou les adSno».us recombinants sont d4poun,us en 
plus de tout ou partie des genes cedent pour les fonctons tardives de 

10 I'ad^novirus. 

18 Composition selon Pune quelconque des revendications 1 a 13. 
caracteris^ en ce que le ou les adenovirus recombinants sont d6pourvus de 
toute region virale codante. 

19 Ari«novinJsrBCOn*inantd«ectlf pour tout ou partie des regions E1 
„ et E4 au moins caract^rts* en ce quil comprend. incorpor* dans son ginome, un 

ou plusieurs addes nudSiques cedent pour les prot«nes r«rovlrales gag et pol. 

20 Adenovirus recombinant d«edlf, caract^,ris6 en ce quH coniprend. 
»K»nx,re dans son genome, un acMe nud^ique codant pour une prot^»» 
d'enveloppe, et un adde nud«que comprenant, entre deux regions LTR 

» completes ou non, une sequence d'enoapsidatlon r*trovirale et une s^uence 
nucleique d'int6r§t. 

21. Composition comprenant un adenovirus recombinant selon la 
revendication 19 et un ad^novims recombinant selon ia revendication 20. 

22. Utilisation d'une composition selon I'une des revendications 1 i 18 
25 ou 21 pour la production in vitro ou ex vivo de particules retrovirales. 

23 Utilisation d'une composition selon I'une des revendications 1 a 18 
ou 21 pour la preparation d'un produit destine a la production de particules 
r6trovirales in vivo. 
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24 Cellule modif.ee par une composrtion selon Tune des revendicatlons 
1 a 18 ou 21 pour la preparation d'un produit destine au transfert d'acdes 
nucl6iques dans les cellules in vivo 

25 Proc6d6 de production de particules r6trovirales in vitro, 
comprenant i'incubation de cellules en presence d'une composition selon I'une 
des revendications 1 & 18 ou 21. 

26. Precede selon la revendlcation 25. caract6ris6 en ce que les 
cellules sont des cellules d'origine humaine. 
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Adenovirus recombinants 




Cellule voisine 



FIGURE 1 
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FIGURE 2A 
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FIGURE 2B 



FIGURE 2C 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 6 
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MOl de rinfeciion adinovirale 



FIGURE 7 
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FIGURE 10 
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□ Non Infect^ 

□ AdTK/ENV 

H AdTK/ENV + AdG AG/POL 
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